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Contamos com numerosos métodos de impregnação para o estudo do 

sistema nervoso central e periférico, em condições normais e patológicas. 

Do conjunto destes métodos podemos destacar dois grandes grupos: o do 

nitrato de prata reduzido e o do óxido de prata amoniacal e suas numerosas 

variantes. 

O nitrato de prata reduzido, método de Cajal 1 3 e variantes, embora 

possa ser aplicado em peças fixadas em formol (variantes com fixação em 

formol amoniacal, fixação em formol com ulterior tratamento pelo álcool 

amoniacal ou piridina), requer fixação especial para melhor rendimento: 

além disso não é aconselhável sua execução em material fixado há longo 

tempo. Como o material utilizado em anatomia patológica e mesmo em 

histologia é fixado em formol e como as peças cirúrgicas são enviadas ao 

laboratório fixadas em formol, o método de Cajal e variantes tem sua uti

lização bastante restringido. Vale, porém, acrescentar que, principalmente 

a variante proposta por Castro 1 6, oferece aspectos de magnífica beleza e 

resultados constantes sempre que na execução os tempos sejam obedecidos 

com cuidado. 

O óxido de prata amoniacal, método de Bielschowsky5 e variantes, re

quer máximo cuidado na preparação do óxido de prata, pois um leve excesso 

de álcool prejudica bastante a impregnação. A variedade de Gros 2 6 oferece 

maiores vantagens que o processo original de Bielschowsky, por ser mais 

fácil a preparação do licor amoniacal e por permitir impregnação mais se

letiva; além disso este método é controlável ao microscópio. 

O método de Schultze 4 2, além de exigir tratamento dos cortes pela 

soda em soluções de concentração variável, com ulterior tratamento pelo 
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nitrato de prata também em soluções variáveis, apresenta os inconvenientes 
de não corar as finas arborizações nervosas e de oferecer dificuldade na 
determinação do grau de concentração da solução redutora. A variante de 
Bruno Lobo 1 2 , apesar de permitir bons resultados, oferece, praticamente, as 
mesmas inconveniências que o método original de Schultze. As melhores 
variações para o método de Gros foram propostas por Arteta 4 e Jabonero 3 3 , 
sendo os resultados, com estes métodos, mais constantes e melhor controla
dos que no método original. O método de Gros ou as variantes de Arteta 
e Jabonero devem ser sempre os de eleição quando a finalidade é o estudo 
das neurofibrilas ou a morfologia dos neurônios, porém estes métodos reque
rem cortes em congelação. Para a impregnação em blocos, em material 
fixado em formol, o método de escolha deve ser o de Boeke ü . 

As dificuldades são maiores quando queremos impregnar cortes em pa
rafina e residem não só na escassez de métodos, como e principalmente, no 
grande número de manipulações e, ainda, na exigência de tempo bastante 
longo para a sua feitura, como é exemplificado pelo método aconselhado por 
Feyrter 2 : i . Com a finalidade de conseguir um método de fácil e rápido 
manejo, com vantagens pelo menos aproximadas às dos de Gros, Arteta e 
Jabonero, realizamos ensaios que, após inúmeras tentativas, foram parcial
mente coroados de êxito e nos levam a publicar os primeiros resultados. 

M A T E R I A L , M É T O D O E R E S U L T A D O S 

Nosso mater ia l compõe-se de gâng l ios de Gasser e de apêndices cecais normais. 

Os primeiros foram conseguidos em autópsias de indivíduos falecidos por causas di

versas, os segundos e m intervenções c i rúrgicas real izadas para f im outro que não 

a remoção do ó rgão . O concei to de normal idade foi es tabelecido mediante exames 

his tológicos e m preparações coradas pela hematoxi l ina-eos ina e pelo t r i c rômio de 

Gomor i . A f i xação foi fei ta em formol neutro ou comercia l a 10-20%, em fo rmol -

sonifeno ou em l iqüido de Bouin. Ob t ivemos bons resultados em mater ia l f ixado em 

formol comerc ia l a 10% durante 6 meses. A impregnação é precedida, de prepara

dor e de mordente e seguida por v i r a g e m em ouro. 

O modus operandi é como segue: 

1 ) F i x a ç ã o em formol a 10-20%, neut ra l izado com carbonato de magnésio , du

rante 15 a 30 dias; 

2 ) Inc lusão e m paraf ina seguindo o seguinte esquema: a ) á lcool absoluto, 1 

hora; b ) á lcool absoluto, 1 hora; c ) x i lo l (es tufa a 56'0, 30 minutos; d ) x i lo l 

(es tufa a 5 6 » ) , 15 minutos; e ) parafina, 15 minutos; f ) parafina, 15 minutos; g ) 

inclusão; 

3 ) Cortes de 25 micra que se reco lhem em x i l o l ; nova passagem por xi lo l e 

imersão em álcool absoluto ( 2 banhos, 3-5 minutos em cada o p e r a ç ã o ) ; 

4 ) H id ra t ação dos cortes em solução de fo rmol a 2% neutra l izado com car

bonato de magnés io e, eventua lmente , sonifeno a 1%. Deve-se ter o cuidado para 

que durante a h idra tação os cortes pe rmaneçam submersos, pois, caso contrár io , pode 



haver rotura dos mesmos. Permanênc ia neste banho preparador de, no mínimo, 10 

minutos; maior tempo, 60 minutos ou mais, não prejudica a impregnação ; 

5 ) L a v a r os cortes em água destilada, por 1-5 minutos; 

6 ) Imersão dos cortes no banho mordente consti tuído por uma solução recente 

de ni t ra to de prata a 1 0 ^ , durante 15-60 minutos, ao ab r igo da luz; 

7 ) L a v a g e m rápida em água desti lada (15-30 segundos) para re t i rar o excesso 

de ni t ra to; 

8 ) Passagem dos cortes para uma solução de formol neutro em água corrente 

(solução a 1 0 % ) distribuída em quatro pequenos cr is tal izadores, passando sucessiva

mente os cortes de um a outro cr is tal izador, durando esta operação, no m á x i m o , 

10 minutos; 

9 ) L a v a g e m rápida em água desti lada (15-30 minutos ) e imersão na solução 

de óx ido de prata amoniacal fei ta da seguinte mane i ra : a uma solução de ni t ra to 

de prata a 10%, acrescentar amoníaco go ta a gota a té que o precipi tado formado 

se dissolva sob a ação do próprio amoníaco , tendo-se o cuidado de não acrescentar 

excesso de á lcal i . Acrescentar , depois, uma go ta de amoníaco para cada 5 ml da 

solução de óx ido de prata. A impregnação deve ser controlada ao microscópio. 

10) Conseguida a impregnação desejada, transporta-se os cortes para a água 

amoniacal ( água destilada, 8 partes; amoniaco , 2 par tes) com o f im de sustar a 

impregnação , durante 1-3 minutos; 



11) Passagem dos cortes para uma solução de ácido acé t ico a 1-2%, durante 

5-10 minutos; 

12) L a v a g e m dos cortes em água destilada, durante 10-15 minutos; 

13) Imersão dos cortes e m clore to de ouro segundo a fórmula aconselhada 

por C a s t r o 1 4 ( 1 gota de ácido acét ico para cada 10 ml de uma solução de c lore to 

de ouro amare lo a 1/600), a té que os cortes adqui ram coloração v io l e t a ; 

14) Passagem dos cortes e m uma solução de hipossulfito de sódio e bissulfito 

de sódio ( a cada 10 ml de uma solução de hipossulfi to de sódio a 5°l, acrescentar 

uma gota de bissulfito a 1 0 % ) . Nes te banho os cortes permanecem durante 3 a 

5 minutos; 

15) Passagem dos cortes para um cr is ta l izador contendo água corrente. L a v a r 

bem e monta r como habi tua lmente . 

Os resultados obtidos com a técnica descrita podem ser considerados bons. D e 

v e m o s v a r i a r um pouco a técnica conforme se deseje impregnar centros nervosos, 

no caso g â n g l i o de Gasser, ou terminações nervosas periféricas, no caso apêndice 

cecal. P a r a o pr imeiro é aconselhável h idra tar os cortes com solução de formol 

com sonifeno. Quando usamos o banho preparador somente com o formol , obtemos 

co loração t ambém de fibras conjuntivas, o que dá aos cortes aspecto mais com

pacto ( f i g s . 1 e 3 ) , quando ut i l izamos a solução preparadora formol-sonifeno, ev i t a -



mos a impregnação do tecido conjunt ivo, obtendo maior l impeza da preparação 

( f i g s . 2 e 4 ) . Em se t ra tando se terminações periféricas, pr inc ipalmente do aparelho 

d iges t ivo , o sonifeno tem t ambém indicação, pois f avorece a impregnação das ter

minações e ev i ta , dentro do possível , a das fibras conjunt ivas e musculares que 

mui to prejudicam a perfei ta ev idenc iação dos f i letes nervosos. A s células claras de 

Fey r t e r são bem visual izadas na técnica descrita, podendo-se, mui tas vezes , ev iden

ciar a re lação estreita entre elas e as fibras nervosas ( f i g s . 5, 6 e 7 ) . O banho 

preparador somente com formol , ent re tanto , t a m b é m oferece bons resultados, quer 

nos centros nervosos, quer nas terminações periféricas. N o g â n g l i o de Gasser con? 

seguimos boas f iguras de células, f ibras e te rminações nervosas u t i l izando tal pro

cedimento. N o apêndice a lgumas vezes conseguimos, com tal procedimento , impreg

nar bastante bem o p l exo nervoso fundamenta l ( f i g s . 8, 9 e 1 0 ) , mui to embora o 

te ido conjunt ivo e muscular f icassem t a m b é m impregnados ( f i g . 1 1 ) . 

A v a r i a ç ã o aconselhada, em se t ra tando de terminações perifér icas, não diz res

pei to somente ao emprego do sonifeno, como também, e isto é mais impor tante , 

porque ut i l iza impregnaçã-o mais intensa. Ass im sendo cs cortes de centros nervosos 

( g â n g l i o de Gasser) pe rmaneceram por menor t empo (10 a 20 minu tos ) na fórmula 



mordente (n i t r a to de prata a 1 0 % ) ; os cortes de terminações nervosas, apêndice 

cecal no caso, permaneceram durante prazo maior (30 a 60 minu tos ) . Quando uti

l izamos ma io r t empo de permanência dos cortes no l iqüido mordente , conseguimos 

boas f iguras de terminações nervosas, com prejuízo da impregnação dos neurônios. 

E m um de nossos cortes, no qual o banho mordente foi p ro longado por cerca de 

60 minutos, conseguimos obter exce len te f igura de sinapse, no g â n g l i o de Auerbach , 

na qual as terminações nervosas foram impregnadas com intensidade; porém os neu

rônios f ica ram prejudicados em sua mor fo log ia , não sendo possível ve r as neuro-

fibri las ou outras estruturas, e apresentando-se a soma celular como uma grosseira 

mancha ( f i g . 12 ) . Usando o sonifeno, conseguimos impregnar , na camada muscular 

do apêndice cecal, uma célula clara de Fey r t e r em ínt ima re lação com filetes ner

vosos ( f i g . 7 ) ; outras vezes observamos que grupos de células intersticiais mostra

v a m intimas relações com as delicadas f ibri las do p lexo s impát ico fundamental ( f igs . 

5 e 6 ) . semelhantes às f iguras descritas por B o e k e 7 e por S t õ h r E m uma das 

preparações, na qual a f ixação foi feita com sonifeno, observamos, entre as cama

das muscular, c i rcular e longi tudinal , na reg ião do plexo de Auerbach, dois neurô

nios per fe i tamente impregnados, mostrando a i e lação entre o seu soma e e lementos 



pequenos, esféricos e for temente impregnados que se in terpunham entre a célula e 

a fibra nervosa, servindo como e lemento in termediár io da sinapse ( f i g . 13 ) . 

C O M E N T Á R T O S 

Os métodos de impregnação usados em histologia não são simples e, uns 
mais que outros, resultam muitas vêzes em fracasso. Mesmo quando obte
mos bons resultados, estes não são constantes, pois é conhecida a tendência 
dos métodos de prata em corar algumas vezes as células e em outras as 
fibras e terminações nervosas, não se sabendo ainda a que é devida a ten
dência para a impregnação ora em um, ora em outro sentido. As dificul
dades da impregnação, entretanto, devem ser enfrentadas quando a finali
dade é o estudo de certas estruturas ou formações complicadas, nas quais 
seria impossível descobrir filigranas se certos detalhes não se corassem 
mais fortemente e com certa seletividade. O importante é que as dificul
dades das magníficas técnicas clássicas e algumas de suas variantes mo¬ 



dernas não nos autorizam substituí-las por outras mais constantes, mas cujo 
resultado geralmente é medíocre. A simplicidade e a comodidade de um 
método histológico só é valiosa se a técnica utilizada fornecer figuras de 
real valor que permitam conclusões seguras. 

No método que propomos, após o banho mordente, leva-se os cortes 

para um rápido banho em água destilada, tendo-se a máxima precaução 

neste tempo, pois a boa impregnação dele depende. Não devemos abreviar 

o banho porque senão teremos a preparação cheia de precipitados, nem 

prolongá-lo demasiado já que isto fará com que as fibras percam, em 

grande parte, sua capacidade redutora. Os mesmos cuidados, por motivos 

idênticos, devem ser lembrados na lavagem que precede a imersão dos cortes 

no banho de prata amoniacal. A impregnação é feita pelo óxido de prata 

amoniacal, porém podemos substituí-lo, com bons resultados, por qualquer 

das modalidades de carbonato de prata usadas por Rio-Ortega 3 8 , por Foot 2 5 , 

por Arte ta 4 ou Jabonero 3 3. É aconselhável passar os cortes no óxido de 

prata amoniacal em grupos de dois a quatro, o que facilita o controle mi

croscópico. A redução pode ser feita com solução de formol a 10% em água 

corrente, ou então, como aconselha Sanz-Ibañez 4 0, em água rica em sais 

(água pesada); em ambos os casos os resultados são praticamente os mes

mos. No que diz respeito à fixação, não resta a menor dúvida que o formol 

produz certa alteração no tecido, modificando as imagens das estruturas 

vivas, porém esta objeção pode ser feita a qualquer fixador. O formol em 

concentração de 10 a 20% é excelente fixador citológico, pouco alterante. 

Nas últimas preparações que realizamos com o método acima proposto, 

conseguimos, em apêndices cecais, evidenciar claramente finas terminações 

vegetativas em tudo semelhantes às descritas por Bullon-Ramirez 1 1 ; encon

tra-se, vez por outra, fibrilas com caráter protoplasmático, na camada mus

cular ou na submucosa, que seguem capilares sangüíneos, idênticas às figu

ras descritas por Stõhr 4 3 e por Jabonero 3 1 , 3 2 . 

A execução de métodos de impregnação para cortes em parafina exige 
tempo bastante longo, como ocorre, por exemplo, no de Feyrter 2 3 , no de 
Tine l 4 5 , no de Humphreys 2 9, no de Romanes 3 9, nos quais, além de imersão 
no banho impregnador por várias horas (12 a 48 horas), são necessárias 
manipulações prolongadas. Muito embora êstes métodos, em certas ocasiões, 
tenham dado ótimos resultados em mãos de alguns investigadores (Weddell 
e Zander 4 6, Armstrong 2 e P o l l e y 3 6 ) , as figuras obtidas são sempre inferio
res em detalhes às que se consegue com os métodos de Jabonero, de Gros 
e de Arteta, como podemos ver nos resultados obtidos por vários pesquisa
dores (Stõhr 4 3 . 4 4 , Aitken l , Bullon-Ramirez 9 , 1 0 , Sanz-Ibañez 1 7, Meyling 3 5 , 
Fernandez 1 8 , 1 9 , 2 0 , 2 2 ) usando o método de Gros 2 1 ; nos resultados (Arteta 4 , 
Guillen 2 7 , 2 8 , Bullon-Ramirez8, Fernandez 2 1) usando o método de Arteta; 
ou nos resultados ( J a b o n e r o 3 0 , 3 3 Renzoni 3 7 ) usando o método de Jabonero. 



Na modificação que propomos, a principal vantagem reside na fácil mani
pulação e no breve tempo que a técnica requer; assim é que, se com os de
mais métodos de impregnação para cortes em parafina são necessárias 24 
horas no mínimo, para a feitura do método por nós proposto, com apenas 
4 a 5 horas podemos impregnar cerca de 30 a 40 cortes, o que consideramos 
excelente rendimento. Estas razões fazem da modificação proposta um mé
todo de grande exeqüibilidade. 

R E S U M O E C O N C L U S Õ E S 

É proposta uma modificação para o método de Bielschowsky-Gros a ser 

aplicado em cortes em parafina, utilizável no estudo de terminações nervo

sas centrais e periféricas. O método é de manipulação fácil e executável 

em poucas horas, ao contrário da grande maioria de métodos de impregnação 

em cortes de parafina. A impregnação é precedida de preparador e de 

mordente e seguida por viragem em ouro. O preparador utilizado é a solu

ção de formol a 2% neutralizada com carbonato de magnésio, adicionada ou 

não a sonifeno a 1% O emprêgo do sonifeno tem a vantagem de permtir 

impregnar mais vigorosamente as fibras e terminações nervosas e evitar ao 

máximo a impregnação das fibras conjuntivas, oferecendo perfeita limpeza da 

preparação. O mordente é constituído por uma solução recente de nitrato 

de prata a 10% na qual os cortes permanecem por tempo variável, sendo 

aconselhável, para a coloração do plexo simpático fundamental, permanência 

prolongada (cêrca de uma hora). A impregnação é feita em solução de 

óxido de prata amoniacal preparada como o recomenda Bielchowsky (solu

ção de nitrato de prata a 10% acrescida de amoníaco até completa dissolu

ção do precipitado formado), podendo ser substituída, com idênticos resulta

dos, pelas soluções propostas por Rio-Hortega, Foot, Arteta e Jabonero. A 

viragem em ouro é feita utilizando a solução aconselhada por Castro (uma 

gota de ácido acético para cada 10ml de solução de cloreto de ouro ama

relo a 1/600). 

Os resultados obtidos com o método proposto são satisfatórios. Conse
guiu-se impregnar com perfeição neurônios do gânglio de Gasser; nas pre
parações com sonifeno, as fibras nervosas e os prolongamentos celulares apa
reciam perfeitamente impregnados e a preparação oferecia limpeza absoluta. 
No apêndice cecal as terminações nervosas resultavam perfeitamente impreg
nadas, contrastando, principalmente quando foi empregado o sonifeno, com 
os elementos musculares e conjuntivos. O plexo simpático fundamental, o 
retículo terminal de Stöhr, as finas terminações simpáticas mostravam rela
ções estreitas com as células intersticiais, observando-se, também, boas figu
ras de sinapse. Com o método proposto é possível, em 4 ou 5 horas, im
pregnar cerca de 30 a 40 cortes, o que pode ser considerado excelente ren
dimento. 



S U M M A R Y A N D C O N C L U S I O N S 

Bielchowsky-Gross' method modification for paraffin cuts 

A modification is proposed for the Bielschowsky-Gross' method to be 
used in paraffin cuts for the neurofibrils and the peripheral nerve endings. 
The method is easy to perform and can be accomplished in a few hours, 
what cannot be said of most of impregnation methods for paraffin cuts. 

The fixation is performed with a 2% formalin solution neutralized with 
magnesium carbonate, either or not combined with 1% Somniphene solution; 
the use of Somniphene affords a more vigorous impregnation of the fibers 
and avoids, up to the maximum, the impregnation of conjunctive fibers. 
The mordansage is made up with a recent 10% silver nitrate solution, a 
prolonged fixation (about one hour) being advisable for the coloration of 
the fundamental sympathetic plexus. The impregnation is made up with 
ammoniacal silver oxide solution prepared after Bielschowsky's recommenda
tions (addition of ammonia to a 10% silver nitrate solution until complete 
dissolution of precipitate), which can be substituted by the solutions proposed 
by Rio-Hortega. Arteta and Jabonero. Toning (gold turn-over) is performed 
with the solution recommended by Castro (one drop of acetic acid for every 
10 ml of 1/600 yellow gold chloride solution). 

The results were satisfactory, a perfect impregnation of neurons of the 
Gasser ganglion being achieved; in preparations with Somniphene the nervous 
fibers and the cell processes appeared perfectly impregnated and the prepara
tions showed an absolute cleanliness. In the coecal appendix the nerve end
ings were also perfectly impregnated, contrasting with muscular and con
junctive elements, specially when Somniphene was employed. The funda
mental sympathetic plexus, Stohr's terminal reticulum and the thin sympa
thetic endings showed close relations to the interstitial cells, with good 
synaptic pictures. 

With this proposed method it is possible to impregnate, in 4 to 5 hours, 
about 30-40 cuts and this can be considered an excellent work profit. 
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